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The invention discloses an 
antibacterial and antifungic peptide 
having the formula (I). 

(57) Abrege* 



Arg Ser Val Cys Arg Gin De Lys lie Cys Arg . 



Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly * 



Arg 
Arg 



(I) 



Peptide antibactcrien et anti- 
fongique de la formule (I), utilisable comme antibactcrien et antifongique. 
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Peptide antibacterien et antifongique 



La presente invention a pour objet un nouveau peptide riche en proteines ayant 
des proprietes antibacteriennes et antifongiques, des compositions utilisables en 
agriculture et en therapie humaine ou animale contenant ce peptide comme matiere 
active. L'invention concerne egalement des precedes de traitement des plantes a l'aide de 
ces compositions ainsi que des precedes de preparation de ce peptide. 

On sait de longue date que les insectes presentent une resistance efficace contre 
les bacteries. Cette defense est pour une large part basee sur la synthese rapide de 
plusieurs families de peptides. Cette defense est due a la synthese rapide de plusieurs 
families de peptides a large spectre d'activite. Cette synthese est induite par une blessure 
septique ou par l'injection d'une faible dose de bacteries. Parmi les peptides 
antibact6riens induits, les mieux caractenses sont les cecropines et les deTensines 
d'insectes. Plusieurs autres peptides antibactenens ont 6t& partiellement caractSrises. 

A cote de la classe des insectes peu de choses sont connues concernant d'autres 
arthropodes. Les scorpions sont des animaux plus anciens que les insectes au niveau 
philogenique. 

II a maintenant ete isole, a partir d'une induction chez le scorpion Androconus 
australis, un peptide, qui presente des caractdristiques remarquables ainsi que des 
propri6t6s antibacteriennes et antifongiques. 

Plus particulierement un premier aspect de l'invention concerne le peptide de 
formule I: 

Arg Ser Val Cys Arg Gin lie Lys lie Cys Arg 

Arg 
Arg 

Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly 

Dans la suite, la molecule de formule I sera appelee androctonine. Cette molecule, 
de taille reduite, comporte de 4 residus cyst6ine engages dans deux ponts 
intramoleculaires. 

Un autre aspect de l'invention concerne un premier proc6d6 pour l'obtention et 
l'isolement du peptide ci-dessus, qui est caracterise en ce que successivement: 
a) on preleve de l'h6molympe du scorpion Androctonus australis ; 
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b) on effectue 1'extraction par mise en contact d'hemolymphe de Androctonus 
australis obtenue precedemment avec un milieu acide sous agitation, 

puis par centrifugation; 

c) on fractionne le surnageant avec separation par lavage des molecules 
hydrophiles et elution des molecules hydrophobes par des elements appropries 
sur colonne separatrice 

d) on purifie les extraits. 

e) on caracterise le peptide. 

L'hemolymphe est prdlevee par incision cuticulaire. Elle est recueillie dans un 
tube contenant un inhibiteur de protease. Apr£s centrifugation pour dliminer les cellules 
sanguines, le plasma est stocke a -30°C. 

De maniere pr^fdree la seconde etape (extraction) on met en contact 
l'hdmolymphe de Androctonus australis avec un milieu acide, constitud d'une solution 
acide d'un acide (de pH de 2). La solution peut etre une solution d*un acide mineral ou 
organique comme par exemple d'acide trifluoroacetique. L'extrait obtenu est ensuite 
centrifuge a froid a une vitesse de 30.000 g a 4°C, pendant 25 min. 

De mani&re pr6feree la troisifeme £tape (fractionnement), l'extrait est depose sur 
une cartouche de phase inverse pour rdaliser une extraction en phase solide. Le lavage 
des molecules solubles dans Teau est effectue avec une solution acide diluee et Telution 
des molecules hydrophobes avec un 61uant approprie. On obtient de bons resultats avec 
de l'acide trifluoroacetique pour le lavage et un eluant contenant des quantity 
croissantes d'acetonitrile en solution acide diluee. 

De maniere prefer^e la quatrifeme 6tape (purification) est effectuee avec un 
eluant convenable qui peut etre different ou identique a celui de la phase precedente. 

De maniere preferee, dans la dernifcre dtape (caracterisation), la nature du 
peptide est analysee selon la methode de sequen9age par degradation d' Edman (Acta 
Chemica Scandinavia 10 (1956) p; 761-768). Selon cette m&hode on obtient les 
structures suivantes: 



Arg Ser Val X Arg Gin He Lys He X Arg 




g 



Tyr Pro Arg Asn Thr X Lys Tyr Tyr X Gly Gly 




Aucun signal n'dtait detectable dans les positions 4, 10, 16 et 20. (degradation 
d'Edman). La presence de cysteines dans ces positions a 6te montree par spectrom6trie 
de masse, la structure alors obtenue 6tant la suivante: 
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Arg Ser Val Cys Arg Gin He Lys He Cys Arg 

Arg 

5 Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly ^ 

Les masses mesurees de l'androctonine ci-dessus sont respectivement de: 
3076,6510,24 Da; 

Or les masses calculees sur la base des donnees de sequence sont respectivement 
10 de:3080,65 ± 0,24 Da; 

Le defaut de masse correspond a la formation de deux pont disulfure 
intramoleculaires. 

Afm d'etablir la connectivity des ponts disulfure, la molecule a ete clivee par une 
enzyme, 1'endoproteinase Lys-C, qui rompt la chaine peptidique apres la lysine. Les 
15 peptides obtenus ont ete isoles et la spectrometrie de masse a montre qu'il s'agissait de 
deux peptides lies par un pont disulfure. Les sequences deduites etaient Arg Ser Val 
Cys Arg Gin He Lys plus Cys Thr Asn Arg Asn Pro Tyr et He Cys Arg Arg Arg Gly 
Gly Cys Tyr Tyr. 

La connectivity des ponts disulfure est ainsi etablie et la cysteine 1 est liee k la 
20 cysteine 4, la cysteine 2 k la cysteine 3. Ce resultat peut etre schematise ainsi: 



Arg Ser Val Cys Arg Gin He Lys He Cys Arg 



25 Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly - 



Arg 

Arg 



Ces bonnes correlations confirment les s6quences proposes. 

Les peptides selon Tinvention peuvent egalement etre obtenus sans difficulte selon 
30 un second proc&te, par synthase chimique FMOC (Atherton and Sheppard R.C. (1989), 
Solid Phase Peptide Synthesis (IRL, Oxford, UK) suivie d'une renaturation dans une 
solution lOOmM d'ac^tate d ! ammonium k pH 8,5 pendant 24 h sous agitation a 
temperature ambiante. L ! androctonine obtenue presente les memes propri6tes 
chromatographiques que la mol&ule native et la connectivity des ponts disulfure est 
35 identique k celle de la molecule naturelle. La masse mesur6e aprfcs renaturation (3076, 
61 + 0,67) est tres semblable k celle de la molecule native. La molecule synthetique 
presente la mSme activite antibactdrienne que la molecule native sur la bacterie 
Micrococcus lite us. 
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L'ensemble des tests antibacteriens et hemolytiques est realise avec la molecule 
synthetique. 

1 . L'androctonine ne presente aucun effet lytique sur des hematies de pore ou de 

boeuf. 

2. Ces molecules ont des propri6t£s antibacteViennes vis-a-vis des bacteries a 
Gram negatif. et a Gram negatif (cf tableau 1), des bacteries phytopathogenes et des 
champignons phytopathogenes. 



Les exemples suivants illustrent I'obtention et les propri&es antibacteriennes des 
10 peptides et des compositions selon 1'invention. 

Exemple 1 ; Isolement e.t caracterisation du pep tide, 
on procede selon les etapes suivantes: 
- extraction et de purification : 
15 L'hemolymphe (3,8 ml) est prelevde par incision de la cuticule. Elle est transferee 

dans un tube maintenu au froid en presence d'un inhibiteur de proteases (aprotinine) puis 
centrifuge^ a 30.000 g pendant 25 minutes a 4°C. Le surnageant ainsi obtenu est 
immediatement soumis aux differentes 6tapes de la purification. 
Fractionnement de Vextrait sur cartouches Sep-Pak C]8 
20 Apres depot de l'extrait sur des cartouches Sep-Pak C 1 8, les molecules a caractere 

hydrophile sont <Slimin6es par un simple lavage par 5 ml d'eau acidified a l'acide 
trifluoacetique (TFA) a 0,05%. 

L'elution des molecules hydrophobes est realisee avec des solutions a 10, 40 et 
80% d'acetonitrile en eau acidifi^e (TFA 0,05%, 5 ml par cartouche). 
25 Les fractions recueillies sont denommees "Elution 10%", "Elution 40%" et 

"Elution 80%" et concentrees sous vide. Les fractions sont ensuite reconstitutes avec de 
l'eau qualite HPLC avant l'analyse en HPLC. 

Purification par HPLC des molecules a activite antibacterienne 
premiere etape: 

30 La fraction "Elution 40% est analysee sur une colonne de phase inverse 

Aquapore OD 300 Ci8 avec un gradient lineaire d'acetonitrile de 2 a 52% dans l'eau 
acidifiee (TFA a 0,05%) en 90 minutes (soit une augmentation de 0,44% d'acetonitrile 
par minute) pour un ddbit de 1 ml/min. 

Les fractions actives r&ultantes sont ensuite purifiees sur une colonne "High 
35 Pressure Inert" (HPT) Delta Pak C 1 8 ( 1 50*3,9 mm). 

L'elution est rdalisee dans un gradient lineaire biphasique d'acetonitrile de 2 a 
11% dans l'eau acidifiee (HC1 6mM) en 10 minutes et de 1 1 a 21% en 50 min a un d<Sbit 
de 1 ml/min. La purett de la fraction active est controlee par tlectrophorese capillaire 
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avant la determination de la sequence par degradation d'Edman et analyse en 
spectrometrie de masse. 

Exemple 2: Test in vitro: Mesure de l'activite antibacterienne par 
5 microspectrophotometrie 

Pur chaque souche de bacterie utilisee (E.coli ; M.luteus) une colonne isolee est 
mise en suspension dans 10 ml de milieu PB (Poor Broth, milieu Luria Bertani 
depourvu d'extrait de levure) DIFCO et incubee k 30°C pendant une nuit sous agitation 
lente. 

10 Les bacteries k tester sont ramenees a une densite optique k 600 nm de 0,001 

dans un milieu de culture frais. On d6pose lOjil de chaque fraction dasn des plaques de 
microtitration en presence de 100 pi de la suspension bacterienne. Au bout de 24 heures 
d'incibation a 25°C, on evalue la croissance par la mesure de l'absorbance a 600 nm a 
Taide d*un lecteur de plaque de microtitration. 

15 Dans ces conditions on observe une inhibition a 50% aux concentrations, 

exprimees en (iM t indiquees dans le tableau suivant: 



Tableau 1 




Micrococcus luteus 



Aerococcus viridans 



Bacillus subtilis 



Staphylococcus aureus 



Clavibacter michi ganensis 



Escherichia coli D22 



Escherichiaxoli D31 



Escherichiaxoli 1106 



Salmonella typhimurium 



20 



0,6- 1,5 



0,3-0,6 



1,5-3,0 



15-30 



6-15 



>30 



3-6 



6-15 



3-6 



En utilisant le meme protocole mais avec des bacteries phytopathogenes, on 
obtient les r6sultats suivants: 



25 
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Tableau 2 







androctonine 
MIC (uM) 


bacteries 






y^iavwacier micniganensis 


6-15 


Pseudomonas syringae 


0,5-1 


Pseudomonas syringae pv syringae 


15-22 


Pseudotnonas pisi 


O" I D 


Pseudomonas maculicola 


3-6 


Pseudomonas valerianella 


15-22 


Pseudomonas syr phaseoli 


2-4 


Xanthomonas campestris pv campestris 


3-6 


Xanthomonas vesicatoria 687.3 


1,5-3 


Xanthomonas vesicatoria B229RI 


1,5-3 


Xanthomonas phaseolica 


1-2 



5 En utilisant le meme protocole mais avec des champignons phytopathogfcnes, on 

obtient les resultats suivants: 

Tableau 3 




androctonine 
MIC a 



Alternaria dauci 


4,1-8,2 


16-32 


Stemphyllium 


4-8 


16-32 


Fusarium oxysporwn L 


2-4 


>32 


Verticilium toreillis 


2-4 


>32 


Botrytis petuniae 


4-8 


>32 


Fusarium oxysporum meloni 


2-4 





10 * milieu supplemente avec 1 mM CaC12 et 20 mM KC1 

Parmi les cultures pouvant fake l'objet d'un traitement antibactenen a I'aide d'un 
compose selon l'invention, on peut citer a titre d'exemples le riz, les cereales, 
notamment le b\€ et l'orge, ainsi que les plantes arboricoles, fruitieres, legumieres. 
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Parmi les cultures pouvant faire l'objet d'un traitement antifongiques a Taide d'un 
compose selon Tinvention, on peut citer, h titre d'exemples, les cucurbitacees, les 
cultures florales (petunia), et les cultures maraicheres (carottes, tomates, choux). 



5 Ces resultats montrent Texcellente activite antibacterienne du peptide selon 

Tinvention, qui peut s'appliquer aux domaines humain, animal et v6g6tal. 

La presente invention a ^galement pour objet des compositions, utilisables comme 
agents antibacteriens, contenant comme matiere(s) active(s) un (ou plusieurs) compose 
selon Tinvention tel que decrit pr6c£demment, en melange avec les supports solides ou 

10 liquides, acceptables en agriculture et les agents tensio-actifs dgalement acceptables en 
agriculture. En particulier sont utilisables les supports inertes et usuels et les agents 
tensio-actifs usuels. Ces compositions recouvrent non seulement les compositions pretes 
k etre appliquees sur la culture k traiter au moyen d'un dispositif adapts, tel qu'un 
dispositif de pulverisation, mais egalement les compositions concentrees commerciales 

15 qui doivent etre diluees avant application sur la culture. 

Ces compositions peuvent contenir aussi toute sorte d'autres ingredients tels que, 
par exemple, des colloides protecteurs, des adh6sifs, des epaississants, des agents 
thixotropes, des agents de p&ietration, des stabilisants, des sequestrants, etc... Plus 
g6neralement les composes utilises dans Tinvention peuvent etre combines a tous les 

20 additifs solides ou liquides correspondant aux techniques habituelles de la mise en 
formulation. 

D'une fa9on generate, les compositions selon Tinvention contiennent 
habituellement de 0,05 k 95 % environ (en poids) d'un compose selon Tinvention 
(appele par la suite matiere active), un ou plusieurs supports solides ou liquides et, 
25 eventuellement, un ou plusieurs agents tensioactifs. 

Par le terme M support", dans le present expose, on d^signe une mati&re organique 
ou minerale, naturelle ou synthetique, avec laquelle le compose est combine pour 
faciliter son application sur la plante, sur des graines ou sur le sol. Ce support est done 
g6neralement inerte et il doit etre acceptable en agriculture, notamment sur la plante 
30 trait6e. Le support peut etre solide (argiles, silicates naturels ou synth&iques, silice, 
r6sines, cires, engrais solides, etc...) ou liquide (eau, alcools, notamment le butanol 
etc.). 

Uagent tensioactif peut etre un agent 6mulsionnant, dispersant ou mouillant de 
type ionique ou non ionique ou un melange de tels agents tensioactifs. On peut citer par 
35 exemple des sels d'acides polyacryliques, des sels decides lignosulfoniques, des sels 
d'acides ph6nolsulfoniques ou naphtalenesulfoniques, des polycondensats d f oxyde 
d'ethylfene sur des alcools gras ou sur des acides gras ou sur des amines grasses, des 
phenols substitues (notamment des alkylphenols ou des arylphenols), des sels d'esters 
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d'acides sulfosucciniques. des derives de la taurine (notamment des alkyitaurates), des 
esters phosphoriques d'alcools ou de phenols polyoxyethylds, des esters d'acides gras et 
de polyols, ies derives a fonction sulfates, sulfonates et phosphates des composes 
precedents. La presence d'au moins un agent tensioactif est generalement indispensable 
5 lorsque le compose" et/ou le support inerte ne sont pas solubles dans l'eau et que l'agent 
vecteur de l'application est l'eau. 

Ainsi done, les compositions a usage agricole selon l'invention peuvent contenir 
les matieres actives selon l'invention dans de tres larges limites, allant de 0,05 % a 95 % 
(en poids). Leur teneur en agent tensio-actif est avantageusement comprise entre 5 % et 
10 40 % en poids. 

Ces compositions selon l'invention sont elles-memes sous des formes assez 
diverses, solides ou liquides. 

Comme formes de compositions solides, on peut citer les poudres pour poudrage 
(a teneur en compose pouvant aller jusqu'a 100 %) et les granules, notamment ceux 
15 obtenus par extrusion, par compactage, par impregnation d'un support granule, par 

granulation a partir d'une poudre (la teneur en compose" dans ces granules etant entre 0,5 
et 80 % pour ces derniers cas), les comprint ou tablettes effervescents. 

Le peptide selon l'invention peuvent encore etre utilises sous forme de poudres 
pour poudrage; on peut aussi utiliser une composition comprenant 50 g de matiere 
20 active et 950 g de talc; on peut aussi utiliser une composition comprenant 20 g de 

matiere active, 10 g de silice finement divisee et 970 g de talc; on melange et broie ces 
constituants et on applique le melange par poudrage. 

Comme formes de compositions liquides ou destinees a constituer des 
25 compositions liquides lors de l'application, on peut citer les solutions, en particulier les 
concentres solubles dans l'eau, les concentres emulsionnables, les emulsions, les 
suspensions concentres, les aerosols, les poudres mouillables (ou poudre a pulveriser), 
les pates, les gels. 

Les concentres emulsionnables ou solubles comprennent le plus souvent 10 a 80 
30 % de matiere active, les emulsions ou solutions pretes a l'application contenant, quant a 
elles, 0,001 a 20 % de matiere active. 

En plus du solvant, les concentres emulsionnables peuvent contenir quand e'est 
necessaire, 2 a 20 % d'additifs appropries comme les stabilisants, les agents tensio- 
actifs, les agents de penetration, les inhibiteurs de corrosion, les colorants ou les 
35 adhesifs precedemment cites. 

A partir de ces concentres, on peut obtenir par dilution avec de l'eau des emulsions 
de toute concentration desiiee, qui conviennent particulierement a l'application sur les 
cultures. 
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A titre d'exemple, voici la composition de quelques concentres emulsionnables : 



10 



Exemple CE 1 : 

- matiere active 400 g/1 

- dodecylbenzene sulfonate alcalin 24 g/1 

- nonylphenol oxyethyle a 10 molecules 

d'oxyde d'ethylene 16 g/1 

- cyclohexanone 200 g/1 

- solvant aromatique q.s.p.l litre 

Selon une autre formule de concentre emulsionnable, on utilise : 



Exemple CE 2 

15 - matiere active 250 g 

- huile vegetale epoxydee 25 g 

- melange de sulfonate d'alcoylaryle et 

d'ether de polyglycol et d'alcools gras 100 g 

- diAndhylformamide 50 g 
20 - xylene 575 g 



Les suspensions concentrees, egalement applicables en pulverisation, sont 
preparees de maniere h obtenir un produit fluide stable ne se d6posant pas et elles 
contiennent habituellement de 10 h 75 % de matiere active, de 0,5 a 15 % d'agents 

25 tensioactifs, de 0,1 k 10 % d'agents thixotropes, de 0 & 10 % d'additifs approprids, 
cornme des anti-mousses, des inhibiteurs de corrosion, des stabilisants, des agents de 
penetration et des adhesifs et, cornme support, de l'eau ou un liquide organique dans 
lequel la matiere active est peu ou pas soluble : certaines matures solides organiques ou 
des sels mineraux peuvent etre dissous dans le support pour aider a empecher la 

30 sedimentation ou cornme antigels pour l'eau. 

A titre d'exemple, voici une composition de suspension concentree : 



Exemple SQ 1 : 

35 - matiere active 500 g 

- phosphate de tristyrylph6nol polydthoxyte 50 g 

- alkylph6nol poly£thoxyl£ 50 g 

- polycarboxylate de sodium 20 g 
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- ethylene glycol 

- huile organopolysiloxanique (antimousse) 

- polysaccharide 




- eau 



316,5 g 



5 



Les poudres mouillables (ou poudre a pulveriser) sont habituellement preparees de 
maniere qu'elles contiennent 20 a 95 % de matiere active, et elles contiennent 
habituellement, en plus du support solide, de 0 a 30 % d'un agent mouillant, de 3 a 20 % 
d'un agent dispersant, et, quand c'est necessaire, de 0,1 a 10 % d'un ou plusieurs 

10 stabilisants et/ou autres additifs, comme des agents de penetration, des adhesifs, ou des 
agents antimottants, colorants, etc... 

Pour obtenir les poudres k pulveriser ou poudres mouillables, on melange 
intimement les matieres actives dans les melangeurs appropries avec les substances 
additionnelles et on broie avec des moulins ou autres broyeurs appropries. On obtient 

15 par la des poudres a pulveriser dont la mouillabilite et la mise en suspension sont 
avantageuses ; on peut les mettre en suspension avec de l'eau & toute concentration 
desiree et ces suspensions sont utilisables tr6s avantageusement en particulier pour 
Implication sur les feuilles des vegetaux. 



20 modalites de realisation et d'utilisation de ces pates sont semblables a celles des poudres 
mouillables ou poudres a pulveriser. 

A titre d'exemple, voici diverses compositions de poudres mouillables (ou poudres 
a pulveriser) : 



A la place des poudres mouillables, on peut realiser des pates. Les conditions et 



25 



E*empte PM \ 

- mattere active 

- alcool gras ethoxyie (agent mouillant) 

- phenyl^thylphenol ethoxyie (agent dispersant) 

- craie (support inerte) 



50% 
2,5% 
5% 
42,5% 



30 



35 



Exemple PM 2 : 

- mati&re active 

- alcool synthetique oxo de type ramifie, en 
C13 ethoxyie par 8 k 10 oxyde methylene 
(agent mouillant) 

- lignosulfonate de calcium neutre (agent 
dispersant) 

- carbonate de calcium (charge inerte) 



0,75% 



10% 



q.s.p. 100 % 



12% 
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Exemple PM 3 : 

Cette poudre mouillable contient les memes ingredients que dans Texemple 



precedent, dans les proportions ci-apres : 

5 - matiere active 75% 

- agent mouillant 1 .50% 

- agent dispersant 8% 

- carbonate de calcium (charge inerte) q.s.p. 100% 

10 Exemple PM 4 : 

- matiere active 90% 

- alcool gras £thoxyle (agent mouillant) 4% 

- phenylethylphenol ethoxyle (agent dispersant) 6% 

15 Exemple PM 5 : 

- matiere active 50% 

- melange de tensio-actifs anioniques et 

non ioniques (agent mouillant) 2,5% 

- lignosulfonate de sodium (agent dispersant) 5% 

20 - argile kaolinique (support inerte) 42,5% 



Les dispersions et emulsions aqueuses, par exemple les compositions obtenues en 
diluant k Taide d'eau une poudre mouillable ou un concentre emulsionnable selon 
Tinvention, sont comprises dans le cadre general de la presente invention. Les Emulsions 
25 peuvent etre du type eau-dans-rhuile ou huile-dans-Teau et elles peuvent avoir une 
consistance epaisse comme celle dune "mayonnaise". 

Les composes selon Tinvention peuvent etre formules sous la forme de granules 
dispersibles dans Teau egalement compris dans le cadre de Tinvention. 

Ces granules dispersibles, de density apparente g6n6ralement comprise entre 
30 environ 0,3 et 0,6 ont une dimension de particules generalement comprise entre environ 
150 et 2000 et de preference entre 300 et 1500 microns. 

La teneur en mati&re active de ces granules est generalement comprise entre 
environ 1 % et 90 %, et de preference entre 25 % et 90 %. 

Le reste du granule est essentiellement compost d'une charge solide et 
35 6ventuellement d'adjuvants tensio-actifs confdrant au granule des propriety de 
dispersibilit£ dans Teau. Ces granules peuvent fitre essentiellement de deux types 
distincts selon que la charge retenue est soluble ou non dans Teau. Lorsque la charge est 
hydrosoluble, elle peut etre min^rale ou, de preference, organique. On a obtenu 
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d'excellents resultats avec I'uree. Dans le cas d'une charge insoluble, celle-ci est de 
preference minerale, comme par exemple le kaolin ou la bentonite. Elle est alors 
avantageusement accompagnde d'agents tensio-actifs (a raison de 2 a 20 % en poids du 
granule) dont plus de la moitie est, par exemple, constitute par au moins un agent 
dispersant, essentiellement anionique, tel qu'un polynaphtalene sulfonate alcalin ou 
alcalino terreux ou un lignosulfonate alcalin ou alcalino-terreux, le reste etant constitue 
par des mouillants non ioniques ou anioniques tel qu'un alcoyl naphtalene sulfonate 
alcalin ou alcalino-terreux. 

Par ailleurs, bien que cela ne soit pas indispensable, on peut ajouter d'autres 
adjuvants tels que des agents anti-mousse. 

Le granule selon l'invention peut etre prepare par melange des ingredients 
necessaires puis granulation selon plusieurs techniques en soi connues (drageoir, lit 
fluide, atomiseur, extrusion, etc.). On termine generalement par un concassage suivi 
d'un tamisage a la dimension de particule choisie dans les limites mentionnees ci- 
dessus. On peut encore utilise des granules obtenus comme precedemment puis 
impregnes avec une composition contenant la matiere active. 

De preference, il est obtenu par extrusion, en operant comme indique dans les 
exemples ci-apres. 

Exemple GDI : Granules dispersihlcs 
Dans un meiangeur, on melange 90 % en poids de matiere active et 10 % d'uree 
en perles. Le melange est ensuite broye dans un broyeur a broches. On obtient une 
poudre que 1'on humidifie avec environ 8 % en poids d'eau. La poudre humide est 
extrudee dans une extrudeuse a rouleau perfore. On obtient un granule qui est seche, 
puis concasse et tamise, de facon a ne garder respectivement que les granules d'une 
dimension comprise entre 150 et 2000 microns. 

Exemple GD2 : Granules d'ispersihle* 
Dans un meiangeur, on melange les constituants suivants : 

- matiere active 75% 

- agent mouillant (alkylnaphtalene sulfonate de sodium) 2% 

- agent dispersant (polynaphtalene sulfonate de sodium) 8% 

- charge inerte insoluble dans l'eau (kaolin) 15% 

Ce melange est granule en lit fluide, en presence d'eau, puis seche, concasse et 
tamise de maniere a obtenir des granules de dimension comprise entre 0,15 et 0,80 mm. 

Ces granules peuvent etre utilises seuls, en solution ou dispersion dans de l'eau de 
maniere a obtenir la dose cherchee. lis peuvent aussi etre utilises pour preparer des 
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associations avec d'autres matieres actives, notamment antibacteriens, ces dernieres 
etant sous la forme de poudres mouillables, ou de granules ou suspensions aqueuses. 

En ce qui concerne les compositions adaptees au stockage et au transport, elles 
contiennent plus avantageusement de 0,5 a 95 % (en poids) de substance active. 

5 

L'invention concerne egalement un precede pour le traitement antibacterien 
therapeutique pour 1'homme ou l'animal par administration d'une dose efficace du 
peptide selon l'invention, sous forme libre ou, le cas echeant, sous forme de sels 
d'addition avec un acide, de sels Andalliques ou de sels d'addition avec une base 

10 pharmaceutiquement acceptables, a I'6tat pur ou sous forme d'une composition dans 
laquelle il est associe k tout autre produit pharmaceutiquement compatible, pouvant etre 
inerte ou physiologiquement actif. Les medicaments selon l'invention peuvent etre 
administres par voie orale, parenterale, rectale ou topique. 

Comme compositions solides pour administration orale peuvent etre utilises des 

15 comprimes, pilules, poudres (notamment dans des capsules de gelatine ou des cachets) 
ou granules. Dans ces compositions, le produit actif selon l'invention est melange a un 
ou plusieurs diluants inertes, tels que amidon, cellulose, saccharose, lactose ou silice. 
Ces compositions peuvent egalement comprendre des substances autres , par exemple 
un ou plusieurs lubrifiants tel que le stearate de magnesium ou la talc, un colorant, un 

20 enrobage(dragees) ou un vernis. 

Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utiliser des 
solutions, des suspensions, des emulsions, des sirops, et des elixirs pharmaceutiquement 
acceptable contenant des diluants inertes tels que 1'eau, l'ethanol, le glycerol, les huiles 
vegetales ou Thuile de paraffine. Ces compositions peuvent egalement comprendre des 

25 substances autres, par exemple des produits mouillants, edulcorants, epaississants, 
aromatisants ou stabilisants.. 

Les compositions steriles pour administration parenterale peuvent etre de 
preference des solutions aqueuses ou non aqueuses, des suspensions ou des emulsions. 
Comme solvant ou vehicule, on peut employer Teau, le propyteneglycol, un 

30 polyethylene glycol, des huiles vegetales, en particulier l'huile d'olive, des esters 

organiques convenables. Ces compositions peuvent egalement contenir des adjuvants, 
en particulier des agents mouillants, isotonisants, emulsifiants, dispersants et 
stabilisants. La sterilisation peut se faire de differentes fagons, par exemple par filtration 
aseptisante, en incorporant k la composition des agents stdrilisants, par irradiation ou par 

35 chauffage. Elles peuvent etre egalement prepares sous forme de compositions solides 
steriles, qui peuvent etre dissoutes au moment de Temploi dans un milieu sterile 
injectable. 



WO 97/30082 PCT/FR97/00295 

14 

Les compositions pour administration rectale sont les suppositoires ou les 
capsules rectales, qui contiennent, outre le peptide actif, des excipients tels que le beurre 
de cacao, des glycerides semi-synthetiques ou des polyethylene glycols. 

Les compositions steriles pour administration topique peuvent etre par exemple 
5 des crimes, pommades, lotions, collyres, collutoires, gouttes nasales ou aerosols. 

En therapeutique humaine, le peptide selon invention est particulierement utile 
dans les traitement antibacteriens. Les doses dependent de I'effet recherche et de la 
duree du traitement; elles sont gdneralment comprises entre 50 et 1000 mg par jour par 
voie orale pour un adulte en une ou plusieurs perises. 
10 D'une fa?on generate, le medecin determines la posologie qu'il estime la plus 

approprtee en fonction de l'age, du poids et de tous les autres facteurs propres au sujet a 
traiter. 

Les exemples suivants sont donnes a titre non limitatif illustrent les 
compositions selon l'invention. 
15 Exemple A: 

On prepare, selon la technique habituelle, des comprimes doses a 50 mg de 
peptide actif ayant la composition suivante: 

- peptide androctonine Ml 50 mg 

- amidon 60 mg 
20 -lactose 50 mg 

• stearate de magnesium 2 mg 

Exemple B: 

On prepare une solution injectable contanant 20 mg de peptide actif ayant 
la composition suivante: 
25 - peptide androctonine M 2 22,4 mg 

- eau distill6e q.s.p. 2 cm 3 
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1. Peptide de formule: 

Arg Ser Val Cys Arg Gin He Lys He Cys Arg 

\ x s 

Tyr Pro Arg Asn Thr Cys Lys Tyr Tyr Cys Gly Gly 

2. Composition antibacterienne, caracterisee en ce qu'elle contient comme mature active 
un peptide selon la revendication 1. 

15 

3. Composition selon la revendication 2, utilisable pour la protection des plantes contre 
les bacteries pathogenes. 

4. Composition selon la revendication 2, utilisable pour le traitement therapeutique du 
20 corps humain ou animal. 

5. Composition antifongique, caracterisee en ce qu'elle contient comme matiere active 
un peptide selon la revendication 1. 

25 6. Composition selon la revendication 5, utilisable pour la protection des plantes contre 
les bacteries pathogfenes. 

7. Composition selon la revendication 5, utilisable pour le traitement therapeutique du 
corps humain ou animal. 

30 

8. Procede pour la protection des plantes contre les maladies bact^riennes, caract^rise en 
ce qu'on applique, comme matiere active, un peptide selon la revendication 1. 

9. Procede pour la protection des plantes contre les maladies fongiques, caracterise en ce 
35 qu'on applique, comme matiere active, un peptide selon la revendication 1 . 

10. Procede de preparation du peptide selon la revendication 1 , caracteris^ en ce que, 
successivement: 
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a) on preleve de I'hemolymphe du scorpion Androctonus australis ; 

b) on effectue 1'extraction par mise en contact d'hemolymphe ou d'un broyat de 
Androctonus australis obtenues precedemment avec un milieu acide a neutre 
sous agitation, puis par centrifugation; 

c) on fractionne le surnageant avec separation par lavage des molecules 
hydrophiles et elution des molecules hydrophobes par des Elements approprids, 
sur colonne separatrice; 

d) on purifie les extraits; 

e) on effectue le sequengage. 
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